PESQUISA DE POLISSACARIDEQS NC ESPERMATOFORO

DE DRYMAEUS PAPYRACEUS

(MAWE, 1823)

(MOLLUSCA, GASTROPODA, PULMONATA) =

(Com 4 figuras)

A literatura referente a estrutura dos esper-
matoéforos, na grande maioria, diz respeito aos es-
permatoforos de Cephalopode. FReETTER & GRAHAM
(1964) detalham espermatdfores déste grupo, refe-
rindo-se apenas a citacoes de autores que assinala-
ram o encontro destas estruturas em moluscos ter-
restres, Desde os nossos primeirss trabalhos, vinha-
mos encontrando estas estruturas em diversas espé-
cies : Bultmulus corumbacnsis Pilsbry, 1897 e Diry-
maeus papyraceus Mawe, 1823, sem entrar em maio-
res detalhes,

Imbuides da intencdo de contribuicdo para wm
melhor conhecimento dos espermatdéforos em mo-
luscos terrestres, realizamos o presente trabalho,
eide fazemos nmm estudo particularizado destas es-
truturas, dando énfase principalmente & sua eons-
tituicdo histoquimica.

(s esfermatdforos em Dryimacus papyraceus
estdo sempre localizados no canal da espermateca e
se apresentam como estruturas alongadas (0,6mm),
com uma das extremidades afiladas (fig. 1). Con-
forme ji tivemos oportunidade de citar em tra-
halho anterior (REzEnDE, 1967), o espermatéforo
representa um ‘‘eartucho’’ que encerra espermato-
zoides. O ‘“‘eartucho’ é formado por substincia
amorfa e eosindéfila. A parede déste ‘‘eartucho’ &
constituida de wma parte externa, amorfa, fraca-
mente eosindfila, e outra interna ligeiramente mais
cspéssa, também amorfa, porém de disposicdo lami-
nar eonecéntrica, com maior afinidade aos corantes
acidos, Hsta ultima parte apresenta em toda exten-
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sao, num doy lados, wm espessamento que faz sa-
litngia internamente (fig. 2). Além déste aspecto,
a cavidade do espermatoforo estd subdividida por
finos septos nnidos a porcdo interna da capsula que
delimitam lojas ccupadas por espermatozéides e,
de pérmelo com éstes, hd material em forma de pla-
cas, fracamente basofilas (figs. 3 e 4).

MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho, coletamos exempla-
ves de Drymaeus papyraccus na area da Universi-
dade Federal Rural do Rio de Janeiro. Tstes exem-
plares foram fixades em Boumnv (mod. seg. DUBosg-
IRAZIL, 1905), formol a 10% e formol-caleio. Além
déstes fixadores, usamos ainda o fixador mencio-
nado por Lium, 1954 e fixador segundo MoTa et
al., 1956, indicados por Prarsg, 1960 para muco-
polissacarideos e mucoproteinas. As inclusdes fo-
ram feitas em parafina segundo a téenica usual.
(s cortes foram efetuados com a espessura de 5
micra e corados pela Hematoxilina-Eosina e Trierd-
mico de Goaor: 1950). Para o estudo histequimieo

{foram utilizadas as seguintes técnicas:

1) Acido periodico Sehiff (I.A.8.) segundo
McManvus de acérdo com SanTa Rosa, 1961

2)  Blogueio pela acetilaciio, conforme MceMa-
xUs ¢ Cason, 1950, seguido do P.ALS.

3) P.A.S. apds acdo da amilase como indica-
do por Santa Rosa, 1961.

4) Tripsina seguida do P.A.S., segundo

Prarse, 1960.
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3) Ferro eoloidal de Mitller-Mowry (modifi-
cado de Mowry, (1998), conforme Santa Rosa,
1061,

6) P. A S
MtLLir-AowRyY.

segmicdo do  ferro coloidal de

7)  Metacromasia tamponada de Azul de To-
tuidina e pH 7,0, 5,6 ¢ 3,4 (segundo LANDSMEER,
1951) de acdrdo com Sasso, 1961.

8)  Azul de Toluidina em pll 5,6 apds os pro-
cessos e metilaciio ¢ saponificaciio, segundo SPICER
& Lionnie, 1959.

9) Azur I em pII 3,5 ¢ 1,5 (modificado de
SPICBR, 1960) como indicado por SaxTa Rosa, 1961,

103 Azur I em pIl 3,5 apds os processos de
metilacdo ¢ saponificacio.

11)
1960,

Aleian Blue em pH 2,5 segundo Lisox,

RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtides pelos métodos anterior-
mente citados, estio resumidamente mostrados no
gquadro I, onde os valdres de la 3 correspondem a
intengidade da cor visualmente estimada. Og simbo-
los: — significa reacdo negativa; =+ reacdio fraca-
mente positiva e - reacfio positiva .

Pela téenica do P. A. N, observamosg forte po-
sitividade na porcao interna da parede e nos septos
(lamelas), enquanto que a porcio externa da pa-
rede mostrou reacio fracamente positiva. Apds o
cmprégo do teste de acetilaco, todas as estruturas
anteriormente positivas ao método do P. A, 8. mos-
iraram-se negativas. (0 teste da saliva n#io trouxe
quaisquer alteracdes as substaneias de reacio PLALS.
positivas, 0 mesmo acontecendo apds o uso de tripsi-
na. A reacdo positiva, obtida pelo método do P.AS,
indica-nog a presenca de grupamentos glicol 1-2,
desde que o teste de acetilacio promova um blo-
quelo déstes grupamentos. Bm vista da hipotese da
presenca de glicogénio ter sido eliminada (pelo fes-
te da saliva), e também a de mucopolissacarideos
tientros (que apos o teste da tripsina daria reacio
. A, S, positiva de menor intensidade), conelui-
mog segundo LEsBLON et al., 1957, in Prarsg, 1960,
que estariamos diante de mucoproteinas ou glico-
proteinas, ndo esquecendo também a auséneia de

lipidios reveldaveils pelo Sudan Black B. Seguundo
Bawpoxt, 1954 citado por Saunta Rosa, 1960, o ma-
terial com estas earacteristicas é muceoproteina. No
entanto Maver’s, 1955, citado por CUrran, 1964,
deelara 1o ser possivel a diferenciacfio histoqui-
niea entre glicoproteina ¢ mucoproteina.

Ag demails téenteas empreeadas, destinadas 3
evidenciacio de polissacaridess contendo radieais
aeidos, wmostraram-se em todos ox casos eom resul-
tados positivos, com exceco para o Aleian Blue em
pil 2,5, cujo resultado negativo emr varias fentati-
vag assim se manteve. Acreditamos que eoste fato
esteja provavelmente hegado a natureza do polissa-
carideo.

Com o métedo de Mittler-Mowry, a porcio ex-
terna da parede (enja reacdo frente ao método do
P A S 34 assinalamos ser fracamente positiva)
apresentou arcas de reacio neeativa e outras areas
de reacado fracamente positiva. Ja nas lojas o ma-
terial na forma de pequenas placas irregulares ou
ordnulos apresenton reacio fortemente positiva ao
método de Miiller-Mowry. Desde gque o método de
Miiller-Mowry 6 nos indica a presenca de polissa-
carideog dcidos e para estabelecermos se esta positi-
vidade se devia a grupos carboxila. sulfato ou fos-
fato, procedemos a realizaciio do teste da metacro-
masia utilizando o Azul de Toluidina em diferentes
concentracdes hidrogenionicas. Em alguns casos a
metaeromasia pelo Azul de Toluidina foi eontrolada
por intermédio da metilacgo e metilagio-saponifi-
cacio. Por 8sse método pudemoes notar reacfio posi-
tiva frente ao Azul de Toluidina em pll 7,0 e pH
5.6. Esta positividade mostrou gran de mtensidade
semelhante ao observado 1o Miiller-
Mowry. Desde que a metilacio blogueou a reacio
positiva do Azul de Toluidina em pIl 5,6, ¢ consi-
derando-se gue a saponificacio permitiu positivi-
dade & metacromasia, podemos coneluir que o ma-

método de

terial em apreco & um polissacarideo com radical
carboxila. Isto ainda & confirmado pelo fato de que
o material apresenton metacromasia em pi 7,0 o
ue ndo acontecen em pH 34

Ttilizando ainda o Azur I verificamos, em con-
cordancia com os resultados obtidos com o Azul de
Toluidina, que o material na realidade é um polis-
sacarideo 4cido carboxilado, em vista de ter apre-
sentado reacio metacromdtica frente ao Azur I em
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pl 3,7 o que nao acontecew em pll 1,5, Segundo
NreicEr, 1962 in Curran, 1964, a metacromasia em
pH 1,5 indica a presenca de nteina sulfatada en-

gquanto que a wetacremasia em pl 3,0 ¢ ausente -

emr pH 1.5 indica a presenca de sialomuelnas, mu-
cinas acidas nao sulfatadas com grupos carboxila
fortemente dissociados ou mueinas sulfatadas com
ésteres sulfato parcialmente mascarados. A possibi-
lidade da existéneia de sialomueinas é exelnida pe-
lo fato de que tais dreas apresentan reaciio negativa
a0 método do P.AS. Da mesma forma nao se trata
de mueinas sulfatadas com ésteres sulfato pareial-
mente masearados em vista da wetilacgo ter aboli-
do téda a metacrcmasia {Sercer, 1960).

A extremidade afilada do espermatoforo, de
estrutura maeica, mostra como detalhe particular
a presenca de mucepolissacarideo dcido carboxilade
tanto na porcéo externa guanto na porefo interna
de permelo com o material glicoproteico ow muco-
proteico. Tste 1ltimo aspecto também ¢ notado no
espessamento Iongitudinal da peredo interna da pa-
rede.

CONCLUSAO

Os testes hisfoquimicos realizados permitew-
nos coneluir que os espermatoforos de Drymacus
pepyraceus Mawe, 1823 encerram doig tipos de po-
Hgsacarideos, sendo um déles numa glicoproteina ou
muecproteina e o outro um mocopolissacarideo Acl-
do carboxilado.

RESUMO

Os aufores fazem wm estudo morfologico e his-
tegquimico do espermatéforo de Drymacus papyra-
ceus Mawe, 1823. Pelas téenicas histoquimicas para
polissacarideos evidenciaram a presenca de mmnco-
proteina ou glicoproteina e de mueopolissacarideos
acidos carboxilado.

A presenca de mucoproteina ou glicoproteina
fol constatada tnicamente na parede e septos do

espermatoforo. Os mucopolissacarideos dcidos car-

bexilades” foram evidenciados fanto na parede do
espermatoforo, misturado com waterial mucopro-
teico ou glicoproteico, eomo tambén na forma de
pequenas massas de permeio com os espermatozéides

que ceupam as lojas.
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Resultados das pesquisas de polissacarideos no espermatdforo de
Drymaeus papyraceus Mawe, 1823.

QUADRO I

METODOS

PE

oy

P.A.S.

Acetilagdo 4+ P.A.S.
Amilase 4+ P.A.S.
Tripsina +— P.A.S.
Miiller-Mowry

Azul Toluidina pH 7,0
Azul Toluidina pH 5,8
Metacromasia

+ Azul Toluidina pH 5,6
Metacromasia

- Saponificacio

+ Azul Toluidina pH 5,6
Azyl Toluidina pH 3,4
Azur I pH 3,5
Metacromasia

4+ Azur I pH 3.5
Metacromasia

- Saponificagdo

+ Azur I pH 35
Azur I pH 15

Alcian Blue pH 2,56
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PE — porcio externa da parede.
PI — porcio interna da perede.
S — septos.

P — placas das lojas, situadas de permeic com os espermatozbides.
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Drymaeus papyraceus (Mawe, 1823) - Fig. 1 - Espermatéforo; Fig. 2 - Corte transversal
do espermatoforo dentro do canal da espermateca. Observar as duas partes que constituem
a parede da cdpsula, bem como o espessamento longitudinal que faz saliéncia interna. Col.
Hemateina-Astrablau-Fosina. Cec. 10X, ob. 86X, Wild M 20; Fig. 3 - Corte transversal. A ca-

vidade do espermatoforo estd subdividida em lojas por finos septos unidos a parede interna e
repletos de espermatozdides e material amorfo. Col. Hemateina-Astrablau-Eosina. Oc. 10X.
ob. 40X, Wild. M 20; Fig. 4 - Corte transversal. Notar a parte interna da parede do esper-
matoforo formada por laminas concéntricas de material amorfo. No interior, espermatozoides
e material na forma de placas. Col. Hemateina-Astrablau-Eosina. Oc. 10X, ob. 40X, Wild, M 20.




